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Abstract
Leucine is known to stimulate protein synthesis by enhancing mammalian target of rapamycin 
complex １（mTORC１）activity.　However, previous studies on leucine mediated activation of mTORC１ 
were performed in food-deprived animals or in animals fed with diets high in leucine.　In addition, 
there are no reports on the effect of diet on leucine mediated mTORC１ activation.　Thus, we aimed 
to evaluate the effect of ingestion of diet, alone or in combination with leucine administration, on 
leucine mediated activation of mTORC１.　To do this, mTORC１ activation was studied in mice which 
were fed with the diet after administration of leucine and compared with controls which were fed 
only the diet.　Leucine was administered at １.３５ mg/g body weight in the leucine groups.　Food 
intake was similar in the control and leucine groups.　One hour post ingestion of the diet, the 
leucine administered groups showed an increase in the phosphorylation of eukaryotic initiation 
factor ４E-binding protein １（４EBP１）and ７０-kDa ribosomal protein S６ kinase １（S６K１）, both of 
which are mTORC１ substrates.　Moreover, at ５ hours after ingestion of the diet, the leucine groups 
showed phosphorylation of ４EBP１ and S６K１ at a level significantly higher than that seen after １ 
hour.　These results suggest that leucine mediated mTORC１ activation cannot be reproduced with 
ingestion of diet alone, and that mTORC１ activation by leucine ingestion is enhanced ５ hours after 
ingestion of the diet.
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合、ロイシンによる mTORC１ の活性化は認められるか、あるいは食事摂取のみでも同等の mTORC１ 
活性が誘導されるかを明らかにすることを目的とした。マウスへロイシンを １.３５mg/g 体重で経口投与
し、食事を摂食させた。摂食量はコントロール群とロイシン群で差はなかった。mTORC１ の基質であ
















成促進作用は、mammalian target of rapamy-
cin complex １（mTORC１）というセリン/スレ
オニンキナーゼが eukaryotic initiation factor 
４E（eIF４E）-binding protein １（４EBP１）や ７０-
kDa ribosomal protein S６ kinase １（S６K１）を
リン酸化することにより生じている５）。
翻訳の開始段階では、eIF４E が mRNA の
キャップ構造へリクルートされ、次に、eIF４E 
を足場として eIF４G が結合する１１１３）。この段 
階は、翻訳を開始させる重要なものであり、
４EBP１ により調節されている。４EBP１ は、
eIF４G と競合して eIF４E に結合し、翻訳を抑 




化する。活性化した S６K１ は、ribosomal pro-













































































 ℃ １０,０００×g で１０分間遠心分離した。上
清の総タンパク質濃度は、タカラバイオ社の 



















ため ０.２μm の PVDF 膜を使用し、S６K１ は ７０ 
kDa であるため ０.４５μm の PVDF 膜を用いた。
転写後、PVDF 膜は、５　 ％スキムミルク/０.１％ 
Tween ２０トリス緩衝生理食塩水（TBST）で
ブロッキングし、TBST で５分×３回洗浄した。
その後、Cell Signaling Technology 社の抗 




浄し、Cell Signaling Technology 社のペルオ
キシダーゼ標識抗ウサギ IgG 抗体を５％スキム
ミルク/TBST で１：２,０００の割合になるように
希釈し、室温で PVDF 膜と反応させた。TBST 
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ド社の ChemiDoc XRS Plus システムを用いて
行った。次に総 S６K１ を検出するため、pS６K１ を





ことで抗体を PVDF 膜から除去した。さらに 
TBST で３分×４回洗浄し、ブロッキングから
再度行った。その際、抗総 S６K１ 抗体（#２７０８）
は Cell Signaling Technology 社製のものを使
用した。検出された標的タンパク質のバンドの































Average food intake of mice fed AIN９３G diet after leucine administration is shown.　At any 
given time, the food intake was similar between the control and leucine groups.　However, across 
different time points, food intake varied within the same group（for a given group, values 
marked with different letter indicate significant difference, P＜０.０５; * indicates significantly 











































Change in the phosphorylation of ４EBP１  and S６K１ at Thr３８９  in plantaris muscle of 
mice fed AIN９３G diet after vehicle or leucine administration.　４EBP１ is resolved 
electrophoretically into multiple bands on SDS-polyacrylamide gels.　The most highly 
phosphorylated form, i.e., the γ-form, exhibits the slowest mobility.　Across different time 
points, although the phosphorylation of both ４EBP１ and S６K１ in leucine group changed, 
those in control group did not change significantly.　Values with different letter cases differ 
significantly within groups（P＜０.０５）.　* indicates significantly different from the control group, 
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